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糖尿病ラット心の毛細血管透過性に関する電子顕微鏡的検討
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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
糖尿病患者には冠動脈硬化と関連しない心機能障害（Diabeticcardiomyopathy）が存在する。そ
の病態発生の一因として微小血管の形態学的変化を指摘する報告があるが、機能的な異常に関する報
告はみられない。今回の研究の目的は糖尿病心において巨大分子に対する微小血管の透過性が元進し
ているか、その機構は何か、を明らかにすることであった。
［方　法］
①糖尿病ラットの作成：第6週齢のSprague，Dawleyラットにストレプトゾトシソを投与して作
成し、24～32週間後に同週齢正常ラットを対照として以下の実験を行った。②アルプミソー金複合体
（Alb－Au）の作成：既報の方法に準じて金粒子径7nmのAlb－Au溶液を作成した。③実験プロト
コール：摘出した心臓をラソゲルドルフ潅流装置に接続して定圧（75mmHg）逆行性濯流を行った。
濯流液は14mMのグルコースを添加したKrebs－Henseleit液（以下、KHGと略す）と上記のAlb－Au
溶液をKHGで希釈して吸光度がA515mm＝1．0となるように調整したトレーサー溶液を各々37℃に加
温し酸素化して用いた。までKHGで5分間濯流した後、トレーサー溶液を5分または20分間濯流し、
再びKHGで3分間濯流した後、3％グルタルアルデヒド液を5分間濯流して組織を固定した。左室
心筋から標本を取り同じ固定液でさらに3時間固定した。その後は型通りに電顧標本を作成し、超薄
切片は電子染色を行い、日立H－500型電子顕微鏡で観察した。①形態計測：無作為に毛細血管の検
断像を25，000倍で撮影し、さらに135，000倍に拡大プリソトした写真を用いて計測を行い、その計測
値から形質膜1〃m当りの小胞の数、形質膜・小胞（膜）の各々1！lm当りに結合する金粒子数及び
内腔側の小胞の標識率を求めた。さらに細胞横断輸送の指標として反管脛側の小胞の標識率を計測し
た。
［結　果］
ラットの心筋毛細血管は連続性毛細血管で豊富な形質膜小胞を有する。正常対照、糖尿病のいずれ
の群においても細胞間椋は正常に保たれ、内皮の脱落などの形態変化は認められなかった。正常対照
群では金粒子は専ら内胞面の小胞に結合し、小胞以外の形質膜へは殆ど結合しなかった。5分間の濯
流では胞体内の小胞に標識がみられたが、反管脛側の小胞や毛細血管周囲腔には殆ど金粒子は認めら
れなかった。20分間の港流後の毛細血管では、反管腔側の小胞にも標識がみられ、毛細血管周囲脛へ
の金粒子の出現も観察された。これに対して、糖尿病群では、5分間の濯流後においてすぐに内腔賀
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・補の小胞への金粒子の結合は対照と比べ広汎かつ高度であった。また内脛側の形質膜にも対照群では
みられない強い標識が観察された。20分間の港流後には、反管腔側の小泊が高頻度に標識され、その
小胞から放出されようにして毛細血管周囲腔にもしばしば金粒子が観察された。細胞間結合部やその
近傍の血管周囲腔に金粒子の集積はみられなかった。形態計測では、まず内腔面に開口する小胞の数
は2群間に有意差はなかった。内腔側の形質膜および小胸膜の各々1！lm当りに結合する金粒子は数
は20分の潅流で糖尿病群は対照群の各々約60倍、13倍と有意に高値であった。内腔側の小胞の標識率
は20分において対照群が22．4％に対して糖尿病では94．6％と有意に高値であった。また反管腔側の小
胞の標識率は対照が1．4％に対して糖尿病が24．1％と有意に高値であった。以上の結果から糖尿病ラッ
トの心臓毛細血管において小胞輸送の元進によってアルプミソー金複合体の透過性が克進しているこ
とが示唆された。
［考　察］
①糖尿病状態での血管透過性に関する報告は数多く見られるが、形態学的な検討は少ない。またこ
れまでの研究で用いられたHRP等のトレーサーは非生理的物質であり、定量的な評価も困難であっ
た。今回用いたアルプミソー金複合体はアルプミソの性質を保持しており、詳細な形態計測により透
過性の半定量的な評価も可能と考えられた。②網膜症に特徴的な微小血管の形態学的異常（微小血管
の局所的な拡張や狭小化）が糖尿病心にも存在することは以前より報告されているが、それのみでは
びまん性の病理変化一間質線維持化－の発生を説明できない。、今回明らかになった透過性克進は毛
細血管にびまん性に認められる著しい棟能変化であり、毛細血管の豊富な心臓では重大な病態発生的
意義を有すると考えられる。毛細血管からの蛋白の異常な漏出は、問質の浮腫、さらに慢性の経過で
びまん性の間質線維化を生じ、心筋のstiffnessを増大させて糖尿病心筋症に特徴的な拡張障害の発生
に寄与すると推測される。③透過性の瓦進が細胞間結合や内皮細胞自身の破壊によって生じるのでは
なく、小胞輸送の克進によって生じていたことは内皮細胞機能という観点から考えたとき興味深い。
これは内皮細胞自体の性質の変化に起因すると考えられるが、どのような変化が小胞輸送の克進をも
たらすかを解明することが今後の課題と考えられる。
［結　論］
今回の研究の結果より、糖尿病ラット心の毛細血管においてアルプミソ透過性が小胞輸送の克進に
よって著しく増加していることが示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、糖尿病状態における心筋微小血管内皮細胞の血疑巨大分子に対する透過性をアルプミソ
ー金複合体（Alb－Au；金粒子径7nm）をトレーサーとして用いて電子顕微鏡的に検討したもので
ある。
実験は第6週齢のSprague－Da＆leyラットにストレプトゾトシソを投与して糖尿病状態を作成し、
24～32週間後に同週齢正常ラットを対照群として行われた。摘出心をラソゲルドルフ潅流装置に接続
して定圧逆行性濯流を行ない、Krebs－Henseleit液に懸濁したAlb－Au液を5分または20分間濯流
した後、固定し、電子顕教鏡で観察した。また詳細な形態計測により毛細血管内皮細胞におけるAlb
－Au粒子の結合と輸送を定量的に評価した。
その結果、1）Alb－Auは毛細血管内皮細胞において形質膜小胞を介して輸送され、細胞間結合
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部を通過しないこと、2）糖尿病ラット心ではAlb－Auの小胞への結合は対照に比べて著しく増加
し、その細胞横断輸送も著しく増加していること、3）糖尿病ラットではAlb－Auが小胸のみなら
ず内胞側の形質膜上にも広範に結合することを兄いだしている。以上の結果から糖尿病ラットの心臓
毛細血管において小胞輸送の克進によってアルプミソの透過性が充進していること、また毛細血管血
皮細胞表面の性質の変化が示唆された。著者はこの透過性先進が問質の浮腫とそれに続くびまん性の
間質線維化を引き起こすことにより、糖尿病心筋障害に特徴的にみられる左室拡張枚能障害の発生の
寄与すると考えている。
本研究では糖尿病心でアルブミンの毛細血管透過性が克進していることを初めて明らかにし、さら
にその機構は小胞輸送の克進によって生じることを明確に示したものである。これは糖尿病心筋障害
の発生機序を考える上で大変興味深い知見であり、本研究は博士（学位）を受容するに値するものと
判断された。
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